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Cell membrane permeability is one of the obstacles that must be 
overcome during drug development. In the present study, antimicro-
bial peptides that increase cell membrane permeability were used to 
overcome this obstacle. In particular, melittin, indolicidin, magainin, 
and dermcidin were selected. Evaluation of membrane permeability 
enhancement by calcein-encapsulated liposomes suggested that mel-
ittin and indolicidin increase membrane permeability. Therefore, we 
designed the novel peptides melittinR8, or mellitin fused with R8, and 
indolicidinRGD, or indolicidin fused with RGD. Evaluation of mem-
brane permeability enhancement by using calcein-encapsulated lipo-
somes and 8 different cell types showed that mellitinR8 exhibits the 
greatest permeability enhancement among the antimicrobial peptides 
tested. By using FITC-DNA and FITC-Dextran as model drugs, the 
enhancement of drug delivery into cells by melittinR8 was evaluated. 
As a result, high membrane permeability enhancement was observed 
in the case of delivering FITC-DNA into cancer cells. These results 
indicate that melittinR8 can be a tool to facilitate the delivery of DNA 
into cancer cells.
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ンドリシジン RGD を新たに設計し、リポソームおよび 8 種類
の細胞を用いて評価したところメリチン R8 が高い膜透過性亢
進作用を示した。モデル薬物として FITC-DNA と FITC-Dextran
を用いてメリチン R8 による細胞内への送達を評価したところ、
ガン細胞と FITC-DNA の組合せにおいて高い膜透過性亢進作用













































メリチン：GIG AVL KVL TTG LPA LIS WIK RKR QQ
メリチン R8：GIG AVL KVL TTG LPA LIS WIR RRR RRR R
インドリシジン：ILP WKW PWW PWR R
インドリシジン RGD：ILP WKW PWW PWR RGD
ダームシジン：SSL LEK GLD GAK KAV GGL GKL GKD A







ウス結腸ガン細胞 colon26 細胞、マウス乳ガン細胞 4T1 細胞
を用いた。モデルの通常細胞としてマウス筋芽細胞 C2C12 細
胞、マウスマクロファージ様細胞 RAW264.7 細胞、マウス樹
状細胞 DC2.4 細胞、マウス線維芽細胞 NIH3T3 細胞、マウス
血管内皮細胞 MAEC 細胞を用いた。
カルセイン封入リポソーム調製
5% グルコース水溶液 10 ml にカルセインを 0.6 mmol 加
えた。100 ml のナスフラスコに 2 ml の CHCl3 に溶解した
DSPC44 mg と 2 ml の CHCl3 に溶解した cholesterol 23.7 mg
を加えさらに CHCl3 を 28 ml 加えた後、エバポレーターを用
いて蒸発させることで脂質薄膜を形成し、これにカルセイン
溶解 5% グルコース水溶液を 10 ml 加えた。70℃、140 rpm
で 30 分インキュベートしたのち 100 nm のフィルターを装着
した extruder を通しサイジングした。Sephadex カラムを用
いてカルセイン封入中性リポソームを精製した後、Zetasizer
（Malvern）で size と zeta potential を測定した。中性リポソー
ムと同様の方法で、ただし DSPC 量を 3 分の 2 とし、かわり
に Brain PS を加えて脂質の分子数を同様とした上で、同様の
方法でカルセイン封入負電荷リポソームを調製した。
カルセイン封入リポソームを用いた膜透過性の評価
各抗菌ペプチドを PBS に溶解し、2.0 µM の濃度で準備した。
これを等容量のカルセイン封入リポソームと混合し、37℃で
15 分インキュベートした後、蛍光強度を測定した。カルセイ
ンの最大放出量は、20% Triton-X100 を含んだ PBS でリポソー
ムを破壊することで見積もった。
細胞を用いた膜透過性の評価
5 × 103 cells/well で各細胞を 96-well プレートに添加し、
各抗菌ペプチドを細胞に終濃度 1.0 µM となるように加え
37℃あるいは 4℃で 15 分インキュベートした。インキュベー




を用いて測定した。LDH の最大放出量は 20% Triton-X100 を
含んだ PBS で細胞を処理することで見積もった。
メリチン R8 を用いたモデル薬物の細胞内送達の評価
250 µl の メ リ チ ン R8 溶 液（1.0 µM, 2.0 µM, 4.0 µM） を
250 µl の FITC-DNA(20-base; 0.28 µg/ml) あ る い は FITC-
Dextran(MW: 4k; 2.0 µg/ml) とともに、前日に 24-well プレー
トに 5 × 104 cells/well で播種した DC2.4 細胞、NIH3T3 細胞
あるいは 4T1 細胞に添加した。37℃で 10 分インキュベート
















チンの C 末端に R8 を融合したメリチン R8、およびインドリ

















































て DC2.4 細胞および NIH3T3 細胞を用いて検討を行った結果、
メリチン R8 を添加してもデキストランについての細胞内送達
はほとんど認められなかった。また、4T1 細胞においてメリ




















































































































びメリチン R8 のゼータ電位を測定したところそれぞれ 1.3mV


















R8 の利用によっても DNA の細胞内送達が観察された（data 
not shown）が、その効果はメリチン R8 よりも大幅に低いも







以上の結果からメリチン R8 は DNA をガン細胞内へ送達する
デリバリーツールとなりえることが期待できる。
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図 4. メリチン R8 による FITC-DNA の 4T1 細胞内送達．
メリチンR8
(μg/ml)0 2.01.00.5
FITC-DNA
DAPI(核)
